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論文内容要旨
 【目的】
 これまでの我々の研究グループは,甲状腺機能亢進症において赤血球中の炭酸脱水酵素1アイ
 ソザイム(CarbonicAnhydraseI:以下CAI)およびその構成成分である亜鉛濃度が数ヵ月
 前の平均化された甲状腺機能を反映すること(JCEM72:515-518,1991),および甲状腺ホルモ
 ン(T3)が赤芽球系培養細胞株であるYN-1のCAI濃度を減少させること(JCEM79:71-75,
 1994)を報告してきた。今回は甲状腺ホルモンが骨髄における赤血球の成熟課程に作用して
 CAI濃度を減少させるのではないかという仮説を確かめる目的で,健常人末梢血の単核球を培
 養して得た赤芽球バースト形成細胞由来細胞(BFU-E-derivedcell)のCAI濃度に及ぼす甲状
 腺ホルモンの影響について検討した。
 【方法及び結果】
 健常人末梢血から10mlのヘパリン採血を施行,Ficolldで単核球を分離し,Epo,IL-3,GM-
 CSF,SCF等のサイトカインを添加,甲状腺ホルモンを除去したFetalbovineserum(FBS)
 30%を含む借地でメチルセルロース法にて14日間培養した。14日目にコロニーを形成した赤芽
 球バースト形成細胞由来細胞(BFU-derivedce11)を採取し,細胞数を確認,106個/m1当たり
 のCAI濃度,蛋白,ヘモグロビン濃度を測定,甲状腺ホルモンの影響を検討した。
 抗ヒトCAIヒツジ抗体を用いてWestemblotting法で検討したところBFU-E-derivedce11
 には成熟赤血球と同様に分子量約30kDaのCAIのバンドが存在した。T3非添加時のCAI濃
 度は平均5×10-12mol/lO6cells(n=8)であった。
 BFUE由来細胞の培養系にT3を添加して14日間培養すると,3×10一'mol/L以上の濃度の
 T3では細胞数が有意に減少した(非添加群に比較して55%に減少;p<0.05)。また3×10-1。,
 1×10-9,3×10-9mo工/しという生理的濃度のT3の添加でBFU-E-derivedcellsのCAI濃度
 は,非添加群に比較して,それぞれ28%,47%,75%と有意な減少(それぞれ,p<0.05,p<
 0.01,p〈0.01)が認められた。なお30%FBSを含む培養液に1×10-9mol/しのT3を添加した
 際の遊離丁3濃度は9×10-12mol/しであった(健常人の血清遊離丁3濃度の正常値は約5×10-12
 mol/L)。さらにT4添加による検討も施行したが,遊離濃度ではT3に比して約10倍の濃度
 (9×10-IImol/L)でCAI濃度および細胞数を減少させた。
 rT3は10-7mol/しまで添加しても,BFU-E-derivedcellsの細胞数,CAI濃度にはほとんど
 変化がみられなかった。甲状腺ホルモンの核レセプターへの親和性は,T3>T4>rT3の順に認
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 められる。以上の結果から,T3のBFU-E由来細胞CAI濃度に及ぼす影響は核レセプターを介
 している可能性が考えられた。
 また,赤血球の成熟過程において,どの段階でT3を添加した時,CAI濃度に影響が認めら
 れるかを検討するため,培養開始時,3日目,7日目,10日目,12日目に3×10-9mol/しのT3
 を添加し検討した。7日目ではCAI濃度の減少がみられたが,10日目以降の添加においてはC
 AI濃度に変化は認められなかった。このことより成熟過程の比較的早期の段階でのT3の暴露
 が,BFU-E-derivedcellsのCAI合成に影響してくることが考えられた。
 さらに,甲状腺ホルモンを添加することによって,BFU-E-derivedcellsの蛋白レベル,ヘモ
 グ・ビンレベルに影響が現れるか否かについて検討したが,いずれの濃度のT3においても有意
 な減少は認められなかった。このことよりBFU-E-derivedcellsのCAI合成を低下させる作用
 はT3の特異的な作用と考えられた。
 【研究の意義,独創的な点】
 1)今回の研究で,invitroの実験で甲状腺ホルモンが赤血球の骨髄における成熟過程において,
 濃度依存性にCAI濃度を減少させることを明らかにした。この結果は,T3がCAIの合成を阻
 害し,赤血球寿命(約120日)を考慮すると甲状腺機能亢進症において赤血球のCAI濃度は数
 ヵ月前の甲状腺ホルモンを反映するという仮説を支持する。
 2)これまで個人個人の細胞を用い,甲状腺ホルモンの作用を検討できるよい系はなかった。こ
 の系では,個人個人の細胞で検討できるので,甲状腺ホルモン不応症や年齢,疾患別に甲状腺ホ
 ルモンの感受性の違い等を検討していくことができると思われ,臨床的に極めて有用と思われる。
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 審査結果の要旨
 炭酸脱水酵素1アイソザイム(CarbonicAnhydraseI:以下CAI)は亜鉛含有酵素で,主に
 酸塩基平衡に関わっている。我々は,甲状腺機能亢進症において赤血球中のCAI及びその構成
 成分である亜鉛濃度が数ヵ月前の平均化された甲状腺機能を反映すること(JCEM.72:515-518,
 1991,Metabolism.39:182-186,1990)を見い出した。このことにより,一過性の甲状腺中毒
 症(亜急性甲状腺炎,無痛性甲状腺炎等)とバセドウ病とが,末梢血採血による検査で容易に鑑
 別することが可能となった。更に,甲状腺ホルモン(T3)が赤芽球系培養細胞株であるYN-1
 のCAI濃度を減少させること(JCEM、79:71-75,1994)を報告してきた。今回は,T3が骨髄
 における赤血球の成熟過程に作用して,CAI濃度を減少させるのではないかという仮説を確か
 める目的で,健常人末梢血の単核球を培養して得た赤芽球バースト形成細胞由来細胞(BFU-E-
 derivedcell)のCAI濃度に及ぼす甲状腺ホルモンの影響について検討した。
 今回の研究により,invitroの実験で甲状腺ホルモンが赤血球の骨髄における成熟過程におい
 て,濃度依存性にCAI濃度を減少させることを明らかにした。また,BFU-E-derivedcellsの
 成熟過程におけるT3によるCAI濃度を減少させる作用は,生理的濃度の範囲で認められる反応
 であり,この結果は,T3がCAIの合成を阻害し,赤血球寿命(約120日)を考慮すると,甲状
 腺機能亢進症において赤血球のCAI濃度は数ヵ月前の甲状腺ホルモンを反映するという臨床デー
 タを裏付けている。さらに,甲状腺ホルモンを添加することによって,BFU-E-derivedcellsの
 蛋白レベル,ヘモグロビンレベルに影響が現れるか否かについて検討したが,いずれの濃度の
 T3においても有意な減少は認められなかった。このことにより,BFU-E-derivedcellsのCAI
 合成を低下させる作用はT3の特異的な作用と考えられ,個々の生体に対する甲状腺ホルモンの
 感受性を表す良い指標となりうる。今後,甲状腺ホルモンの作用機序の研究や,甲状腺ホルモン
 不応症の病因の研究等に役立つと思われる。
 BFU-E-derivedce11の培養は,人の細胞の分化増殖過程を経時的にみることのできる貴重な
 培養系である。腫瘍細胞からのcelllineのようにtransformationを起こしていない細胞を用い
 ることから,よりinvivoに近い培養系である。また,末梢血を用いることにより侵襲が少なく,
 簡便に個人の甲状腺ホルモンの感受性を検討できる。これまで個人個人の細胞を用い,甲状腺ホ
 ルモンの作用を検討できる良い系はなかった。この系では,個人個人の細胞で検討できるので,
 甲状腺ホルモン不応症や年齢,疾患別に甲状腺ホルモンの感受性の違い等を検討していくことが
 できると思われ,臨床的に極めて有用であり,学位に価するものと思われる。
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